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―総説―
増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中
細胞外スーパーオキシドジスムターゼ（EC-SOD）の役割 
力石裕一 a), b), 伊豆田洋志 a), 足立哲夫 c), 原 英彰 a),* 
要約：血管新生（既存の血管から新しい血管ネットワークが形成される現象）は通常、厳密に制御されているが、一旦こ
の制御機構が崩壊すると、調節不能な血管新生（病的血管新生）が発生する。糖尿病網膜症における不可逆的な視野欠損
や失明の原因は網膜に生じた病的血管新生である。そこで、糖尿病網膜症の病態・機序を解明するための一環として、増
殖糖尿病網膜症（PDR）における硝子体中細胞外スーパーオキシドジスムターゼ（EC-SOD）の役割について検討した。
硝子体中 EC-SOD および血管新生の主要因子である血管内皮細胞増殖因子（VEGF）濃度は、黄斑円孔患者に比べ PDR
患者で高値を示し、全患者において両者間に強い正の相関関係が認められた。そこで、EC-SOD の役割を探索するため、
in vitro 血管新生モデルを用いて EC-SOD の抗血管新生作用を検討した。EC-SOD は VEGF 誘発ヒト臍帯静脈血管内皮細
胞（HUVEC）およびヒト網膜毛細血管内皮細胞増殖、および HUVEC 管腔形成を抑制した。以上より、EC-SOD は PDR
患者の硝子体内で上昇し、in vitro において抗血管新生作用を有したことから、血管新生の病態において中心的な役割を
担う可能性が示唆された。
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A Role of Extracellular Superoxide Dismutase (EC-SOD) in Vitreous Bodies 
from Proliferative Diabetic Retinopathy Patients 
Yuichi CHIKARAISHIa), b), Hiroshi IZUTAa), Tetsuo ADACHIc), Hideaki HARAa),* 
Abstract: Angiogenesis, in which new vessels are formed from existing vessels, is usually regulated strictly.  However, once the 
regulated mechanism is ruptured, dysregulated angiogenesis (pathological neovascularization) is generated.  In diabetic retinopathy 
(DR), retinal pathological neovascularization is leading causes of irreversible failing vision and blindness.  Therefore, as part to 
clarify the mechanism of pathogenesis in DR, we investigated the role of intravitreal EC-SOD in proliferative diabetic retinopathy 
(PDR).  The intravitreal concentrations of EC-SOD and vascular endothelial growth factor (VEGF), which is a major factor in 
angiogenesis, were significantly higher in PDR patients than in macular hole patients, and showed a positive correlation with each 
other (in the whole patients).  Furthermore, to investigate possible roles of EC-SOD, we evaluated the angiostatic effect of EC-SOD 
using an in vitro angiogenesis model.  EC-SOD significantly suppressed VEGF-induced cell proliferation in human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) and human retinal microvascular endothelial cells, and in vitro tube formation in HUVECs.  In 
conclusion, EC-SOD was increased in the vitreous body from PDR patients and had the angiostatic effects in vitro.  Therefore, these 
results suggest that EC-SOD may play a pivotal role in the pathogenesis of angiogenesis. 
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１．緒言 
血管新生は既存の血管から新しい血管ネットワークが
形成される現象であり、その過程は（1）血管不安定性に
よる周皮細胞（pericyte）の脱落、（2）コラゲナーゼやプ
ラスミノーゲンアクチベーター等のタンパク質分解酵素
の活性化による細胞外マトリックス（extracellular matrix: 
ECM）の分解、（3）血管内皮細胞の増殖および遊走、（4）
血管内皮細胞による管腔形成、基底膜の再生、周皮細胞の
被覆といった多彩なステップが関与している（Fig. 1）1)-3)。
胎生期および成体における子宮内膜や卵胞、そして創傷治
癒など限られた組織において生じる生理的な血管新生で
は、上記プロセスは厳密に制御されている。しかし、一旦
このプロセスが崩壊すると、無秩序な形態を呈する調節不
能な血管新生（病的な血管新生）が発生し、癌、関節リウ
マチおよびアテローム性動脈硬化症など多くの主要な疾
患の悪性化の過程において中心的な役割を担っている。眼
科領域においても、病的な血管新生は様々な疾患に関与し
ている。眼内血管新生疾患の中でも、糖尿病網膜症や未熟
児網膜症などの網膜血管新生疾患では、網膜から硝子体内
に発生・進展した病的な血管新生が原因で、不可逆的な視
野欠損や失明が引き起こされる。
糖尿病網膜症は糖尿病合併症の一つであり、長期間累
積した高血糖状態に伴う糖代謝異常により、網膜血管を構
成する細胞（血管内皮細胞、周皮細胞）の障害や血液レオ
ロジーの異常をきたし、網膜や硝子体に多彩な病変を呈す
る網膜細小血管疾患である。平成 17 年度に報告された「網
膜脈絡膜・視神経萎縮症に関する研究」によると、日本に
おける後天性視力障害の原因として、糖尿病網膜症は緑内
障に次いで第 2 位であり、視力障害の原因として約 5 人に
1 人の割合を占めている 4)。また、近年、糖尿病発症年齢
の若年化がみられ、若年発症者は老齢者での発症に比べ重
症化しやすいことが報告されている 5), 6)。そのため、失明
を防ぐだけでなく、生涯にわたる良好な視力を保持するに
は、糖尿病網膜症の早期発見、早期治療はわが国における
医療経済の上で重要課題の一つである。
Fig. 1  The process of angiogenesis. 
Angiogenesis, in which new vessels are formed from existing vessels, includes multiple steps: (A) detachment of pre-existing
pericytes for vascular destabilization, (B) degradation of the extracellular matrix (ECM), (C) migration and proliferation of
endothelial cells, (D) formation of capillary-like networks by endothelial cells, and (E) reattachment of pericytes for vascular
stabilization. 
Fig. 2  Clinical conditions and fundus findings in the stages of diabetic retinopathy.
fIRMA: intraretinal microvascular abnormalities, RD: retinal detachment. These figures were modifed from Handbook o  
Prevention and Therapy for Diabetic Retinopathy (Nankodo Co., Ltd., 2007). 
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糖尿病網膜症の主要病態は網膜の血管透過性亢進、血管
閉塞、血管新生である。糖尿病網膜症の病期はこれら病態
の進行状態に相応して大別すると、単純糖尿病網膜症
（ simple diabetic retinopathy）、増殖前糖尿病網膜症
（pre-proliferative diabetic retinopathy）および増殖糖尿病網
膜症（proliferative diabetic retinopathy）に分類される（Davis
分類）（Fig. 2）。単純糖尿病網膜症は、網膜血管障害によ
る血液網膜関門の破綻（網膜血管透過性亢進）により、血
液成分が網膜組織内へ漏出した状態で、毛細血管瘤の形成、
点状・斑状の網膜出血、網膜浮腫（漏出した血漿成分の内
顆粒層や外網状層への貯留）、硬性白斑（網膜浮腫が持続
し吸収される過程で生じる白色から黄白色の沈着物）が見
られる。増殖前糖尿病網膜症では、単純網膜症に比べ網膜
血管障害が亢進し、網膜血管閉塞がより進行した状態とな
り、軟性白斑（網膜表層に現れる白斑）、網膜内細小血管
異常（網膜血管閉塞領域に隣接して生じる不規則に拡張・
蛇行した細小血管）、高度な静脈変化（ビーズ様変化、ル
ープ形成、重複化など）が見られる。増殖糖尿病網膜症に
なると、重篤な網膜虚血により網膜や乳頭上から新生血管
の発生・進展が認められる。硝子体中に発育した新生血管
に硝子体牽引が加わると、新生血管が破綻して硝子体出血
や網膜前出血を生じる。また、新生血管周囲に線維血管性
増殖膜が形成され、硝子体牽引に伴い牽引性網膜剥離が引
き起こされる。網膜における病的な血管新生の発生自体、
視力低下に繋がることは少ないが、その血管新生に伴って
生じた牽引性網膜剥離や硝子体出血は視力低下に重大な
影響を及ぼす（Fig. 3）。したがって、如何に病的な血管新
生を予防し、また生じてしまった異常な血管を如何に消退
させるかが、患者の QOL を改善するために非常に重要な
課題である。
糖尿病網膜症の病態進展過程には多くのサイトカイン
や増殖因子が関与しており、それらの中でも特に血管内皮
細胞増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）は
重要な役割を担っている。VEGF は強力な血管新生促進因
子であり、側副血管形成の促進や微小血管の透過性を亢進
する作用を有している 7, 8）。VEGF は高血糖や虚血によっ
て誘導され、生理的な血管新生および病的な血管新生の両
者において重要な役割を担っている 9), 10)。増殖糖尿病網
膜症患者から採取した房水および硝子体内では VEGF 量
の著明な増加が認められており 11), 12)、VEGF をはじめと
する血管新生促進因子は、血管内皮細胞を刺激し、硝子体
内への病的な血管新生の発生・進展に大きく関与するとさ
れている 13), 14)。 
酸化ストレスは酸化物質の生成亢進と抗酸化防御シス
テムの破綻により、生体が酸化に傾いた状態と定義されて
いる 15)。糖尿病眼疾患では、酸化ストレスと高血糖間に
強い相関関係が存在することから、高血糖に伴う代謝異常
で誘導される酸化ストレスは、病態初期に重要な役割を担
っていると考えられている 16)。また、酸化ストレスは in 
vitro において VEGF 産生亢進能を有することから、糖尿
病罹患中に生じる VEGF 発現に関与していると考えられ
ている 17), 18)。さらに、酸化ストレスは血管内皮細胞にお
いて血管新生応答に関連する VEGF シグナル伝達の重要
な下流メディエーターであることも報告されている 19), 20)。 
活性酸素種（reactive oxygen species: ROS はスーパーオ
キシド（superoxide: O2·-）、過酸化水素（hydrogen peroxide: 
H2O2）、ヒドロキシラジカル（hydroxyl radical: ·OH）など、
酸素がより反応性の高い分子種に変化したもので、ミトコ
ンドリアの電子伝達系、好中球やマクロファージなどの食
細胞で発現している NADPH オキシダーゼによって発生
する。定常状態において、ROS は様々なシグナル伝達経
路を仲介し細胞機能に不可欠だが、過剰な ROS は細胞障
害を引き起こす。そのため、生体内では抗酸化酵素や抗酸
化物質によって ROS を消去し、一定のレベルに保つ抗酸
化防御システムが備わっている。抗酸化酵素による反応の
中心となっているのがスーパーオキシドジスムターゼ
（superoxide dismutase: SOD）、グルタチオンペルオキシダ
ーゼ（glutathione peroxidase: GPx）、カタラーゼ（catalase: 
CAT）であり、SOD が O2·-を H2O2に変換し、GPx や CAT
が H2O2を消去している（Fig. 4）。 
Fig. 3  The process of vision loss caused by retinal 
neovascularization. 
(A) Normal eye. (B) New abnormal vessels 
(neovascularization), which are growing from the retina or 
optic disc and extending along the inner surface of the retina or 
disc or into the vitreous cavity. (C) Proliferation of fibrous 
tissue (yellow) accompanying neovascularization. (D) 
Preretinal hemorrhage, vitreous hemorrhage, and retinal 
detachment that are caused by contraction of the posterior 
vitreous surface. 
SOD は、哺乳類では copper- and zinc-containing SOD
（CuZn-SOD）、manganese SOD（Mn-SOD）  および
extracellular SOD（EC-SOD の 3 つのアイソザイムが存在 
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する。CuZn-SOD は細胞質、Mn-SOD はミトコンドリアお
よび細胞内に局在するのに対し、EC-SOD は大部分がヘパ
リン硫酸プロテオグリカンを介して血管内皮細胞表面や
血管の ECM と結合し、細胞外に位置する。そのため、
EC-SOD は他の SOD に比べ特徴的な局在を示している。
最近、糖尿病患者の前・後脛骨動脈において EC-SOD 活
性の低下が報告された 21)。しかし、増殖糖尿病網膜症患
者の硝子体内における EC-SOD の濃度とその機能につい
ては明らかにされていない。
そこで本総説では、増殖糖尿病網膜症患者から採取し
た硝子体および血清中 EC-SOD 濃度の変化を、対照とし
て設定した黄斑円孔患者と比較した。また、糖尿病網膜症
の病態進展に関与している VEGF 濃度についても併せて
検討した。さらに、硝子体中 EC-SOD の作用機序を解明
する一環として、血管内皮細胞の管腔形成能・増殖能・遊
走能を指標とした in vitro 血管新生モデルを用いて、
EC-SOD の抗血管新生作用を検討した。 
２．EC-SOD 濃度および VEGF 濃度の定量とその相関性 
２．１．患者背景 
患者背景を Table 1 に示す。被験者は増殖糖尿病網膜症
患者 12 名（男性 5 名、女性 7 名 および黄斑円孔患者 14
名（男性 1 名、女性 13 名）。黄斑円孔（加齢性変化に伴う
後部硝子体皮質の牽引により、突然の視力低下や変視症を
きたす疾患）は非炎症性・非増殖性疾患である。黄斑円孔
患者から採取される硝子体は、倫理的に得ることができる
正常眼の硝子体の構成に最も類似していることから、対照
として設定した。増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患
者の年齢はそれぞれ 52.9 ± 10.6 歳および 63.5 ± 10.6 歳で
あった。増殖糖尿病網膜症患者の所見は、黄斑浮腫 4 例、
硝子体出血 7 例、増殖膜形成 9 例、牽引膜 7 例、牽引性網
膜剥離 5 例であり、黄斑円孔患者の所見は、黄斑円孔第 2
期（外層円孔 [網膜表層 （前壁） と網膜色素上皮間が空
洞となった状態] の前壁が裂隙により弁状となり、そこに
硝子体皮質が付着している状態）6 例、黄斑円孔第 3 期（円
孔が拡大し、外層円孔の前壁からできた弁が遊離して蓋状
となり、そこに硝子体皮質が付着している状態）8 例であ
った。また、増殖糖尿病網膜症患者のうち硝子体手術前の
処方歴は、インスリン投与 6 例、血糖降下剤投与 6 例であ
った。Fig. 4  Major pathways of reactive oxygen species (ROS)
generation and metabolism. 
Superoxide (O2·-) can be generated by a variety of 
endogenous enzymes, such as the xanthine oxidase and 
NADPH oxidase, or from the mitochondrial electron 
transport chain. Superoxide dismutase (SOD) then converts 
the superoxide to hydrogen peroxide (H2O2). This is 
catalyzed to innocuous H2O by glutathione peroxidase (GPx) 
and catalase (CAT). 
２．２．硝子体および血清サンプリング 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清サンプリングは、ヘルシンキ宣言を遵守し、大阪
医科大学の治験審査委員会から認可を受けた。患者に本試
験の目的を説明し、同意（インフォームドコンセント）を
得た。大阪医科大学病院で増殖糖尿病網膜症および黄斑円
孔の治療のため、26 名 28 眼（増殖糖尿病網膜症患者 14
眼、黄斑円孔患者14眼）に硝子体切除術を施行し、Balanced 
Salt Solution による眼内灌流前に硝子体カッターで硝子体
を切除した。採取した硝子体サンプルは遠心後、上清を
-80°C で保存した。また、硝子体切除術時に 18 名（増殖
糖尿病網膜症患者 9 名、黄斑円孔患者 9 名）から血清サン
プルを採取し、-80°C で保存した。 
Table 1  Data for patients with macular hole or proliferative 
diabetic retinopathy. 
Complications of each patient are shown in “Clinical findings”, 
and “Pretreatments” indicates therapies until vitreous surgeries. 
“Age” and “Duration” data are mean ± SD. The result was 
cited from ref 22. 
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２．３．硝子体および血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の
比較 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清中 EC-SOD 濃度の測定は、Adachi らの手法に準
じて ELISA 法で測定した 23）。ヒト EC-SOD モノクローナ
ル抗体（終濃度 50 mg/L）を 96 穴プレートの各穴に固定
後、標準品、硝子体サンプルまたは血清サンプルを添加し
て静置した。その後、アルカリフォスファターゼ標識ヒト
EC-SOD モノクローナル抗体を各穴に添加し、基質溶液 
[終濃度 0.5 mM MgCl2、0.02% sodium azide および 2.7 mM 
p-nitrophenyl phosphate 含有塩酸ジエタノールアミン溶液 
（0.1 M、pH 9.8）で発色させた。発色強度は測定波長 415 
nm の吸光度を測定し、EC-SOD 濃度を算出した。硝子体
中 EC-SOD 濃度は、黄斑円孔患者（mean ± SD, 29.3 ± 6.6 
ng/ml）に比べ増殖糖尿病網膜症患者（58.0 ± 23.8 ng/ml） で
有意（P < 0.01）な高値を示した（Fig. 5）。一方、血清中
EC-SOD 濃度は、増殖糖尿病網膜症患者と黄斑円孔患者間
に違いは認められなかった（増殖糖尿病網膜症患者: 85.3 
± 18.4 ng/mL, 黄斑円孔患者: 85.0 ± 12.3 ng/mL）（P = 
0.96）。 
Fig. 5  EC-SOD levels in vitreous body and serum samples 
from macular hole (MH) and proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) patients. 
**: P < 0.01 (Kruskal-Walis test). The result was cited from ref 
22. 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清中 VEGF 濃度は Endogen® Human VEGF ELISA 
Kit（Pierce Biotechnology を用いて測定した。硝子体また
は血清サンプルを ELISA プレートの各穴に添加して静置
後、ビオチン化標識抗ヒト VEGF 抗体を添加した。その
後、ストレプトアビジン-horseradish peroxidase（HRP）溶
液を添加し、3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidine 基質溶液で発色
させた。発色強度は測定波長 450 nm 参照波長 550 nm）
の吸光度を測定し、VEGF濃度を算出した。硝子体中VEGF
濃度は、黄斑円孔患者（mean ± SD, 17.7 ± 15.5 pg/mL）に
比べ増殖糖尿病網膜症患者（798.2 ± 882.7 pg/ml）で有意
（P < 0.01）な高値を示した（Fig. 6）。一方、血清中 VEGF
濃度は、増殖糖尿病網膜症患者と黄斑円孔患者間に違いは
認められなかった（増殖糖尿病網膜症患者: 177.9 ± 155.5 
pg/mL、黄斑円孔患者: 151.3 ± 96.8 pg/mL）（P = 0.83）。 
Fig. 6  VEGF levels in vitreous body and serum samples from 
macular hole (MH) and proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) patients. 
**: P < 0.01 (Kruskal-Walis test). The result was cited from ref 
22. 
２．４．硝子体および血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の
相関 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の相関関係につい
て検討した（Spearman rank-correlation test）。全患者におい
て、硝子体中 EC-SOD 濃度は VEGF 濃度と強い正の相関
性（rs [Spearman’s rho correlation coefficient] = 0.61, P < 
0.001）が認められた（Fig. 7A）。一方、血清中 EC-SOD 濃
度および VEGF 濃度間に明らかな相関性は認められなか
った（rs = -0.03, P = 0.46）（Fig. 7B）。 
３．in vitro 血管新生モデルを用いた検討 
３．１．VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成に対する EC-SOD の作用
増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内で EC-SOD 濃度が上
昇したことに起因する EC-SOD の役割を検討する一環と
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して、EC-SOD の抗血管新生作用を血管新生キット（倉敷
紡績株式会社）を用いて評価した。本キットは、ヒト臍帯
静脈血管内皮細胞（human umbilical vein endothelial cell: 
HUVEC）と正常ヒト皮膚線維芽細胞が生理的環境下で共
培養されており、HUVEC によって形成される微小血管様
管腔構造は不均一な管腔形態を示すため、生体内で認めら
れる毛細血管床と類似している 24) – 26)。さらに、本血管新
生評価系は、HUVEC による微小血管様管腔構造の形成促
進のため、血管新生において最も重要な因子の一つである
VEGF が用いられている（in vitro 血管新生モデルでは、
VEGF ファミリーの内、血管新生において中心的役割を担
う VEGF-A を使用）。したがって、諸種化合物の抗血管新
生作用を探索する上で適したモデルである。EC-SOD（終
濃度 100 ng/ml）は VEGF-A（終濃度 10 ng/ml）含有培地 に
添加した。培養 1、4、7 および 9 日目に培地交換を行い、
培養 11 日目に細胞を固定した。HUVEC はマウス抗ヒト
CD31 抗体を添加後、5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate/nitro blue tetrazolium（BCIP/NBT）を基質にアル
カリホスファターゼ反応で染色した。染色後、各穴あたり
無作為に選んだ 5 カ所をデジタルカメラ（COOLPIX 4500）
で撮影した。HUVEC によって形成された微小血管様管腔
構造の形態は、血管新生定量ソフトウェア ver. 2（Kurabo） 
で解析し、本ソフトウェアで算出される joint （管腔ネッ
トワークを形成する分岐点数）および path（管腔ネットワ
ークを形成する枝数）について定量的に評価した。
VEGF-A 添加により、コントロール（VEGF-A 非添加）に
比べ、HUVEC によって形成される微小血管様管腔構造の
増加が認められ、この作用は EC-SOD 添加により明らか
に減少した（Fig. 8A）。微小血管様管腔構造の形態を血管
新生定量ソフトウェアで定量的に評価したところ、
VEGF-A 添加により、両評価指標（joint および path）は
コントロールに比べ、2 倍以上の有意 （P < 0.01） な増
加が認められた。EC-SOD は VEGF-A による両評価指標
の増加を有意 （P < 0.05） に抑制した（Fig. 8B, 8C）。 
Fig. 7  Correlations between EC-SOD and VEGF levels (for
vitreous body and serum). 
(A) Intravitreous EC-SOD showed a significant correlation
with intravitreous VEGF. The correlation coefficient was 0.61,
and the P value was P < 0.001. (B) In the serum, there was no
significant correlation between EC-SOD and VEGF.  
MH: Macular hole, PDR: Proliferative diabetic retinopathy 
The results were cited from ref 22. 
Fig. 8  Effects of EC-SOD on in vitro tube formation in 
HUVECs. 
(A) In vitro tube formation was achieved using an in vitro 
angiogenesis kit. HUVECs were stained with anti-CD31 
antibody, an endothelial-cell marker. Scale bar represents 0.5 
mm. Tube formation was evaluated by measurements of (B) 
joint and (C) path. Data represent means ± SEM; n = 8 per 
group. ##: P < 0.01 vs. Control (Tukey test). *: P < 0.05 vs. 
VEGF-A alone (Tukey test). The results were cited from ref 22. 
３．２．HUVEC および HRMEC の VEGF 誘発細胞増殖および
細胞遊走に対する EC-SOD の作用 
VEGF誘発HUVEC管腔形成に対するEC-SODの抗血管
新生作用をより詳細に検討するため、HUVEC およびヒト
網膜毛細血管内皮細胞（ human retinal microvascular 
endothelial cell: HRMEC）の細胞増殖能および細胞遊走能
に対する EC-SOD の作用を評価した。 
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細胞増殖能に対する評価では、HUVEC または HRMEC
を 96 穴プレートに播種（2×103 cells/well）し、24 時間培
養した。その後、2% FBS 含有培地を用いて 6 時間、血清
除去（serum starvation）を行った。EC-SOD（終濃度 100 
ng/mL）は VEGF-A（終濃度 10 ng/mL 有無の培地に添加
し、72 時間培養した。生細胞数の測定は、テトラゾリウ
ム塩 WST-8 を発色基質とする Cell counting kit-8（CCK-8; 
株式会社同仁化学研究所）を用いて行った。CCK-8 を添
加して 3 時間インキュベート後、測定波長 450 nm（参照
波長 660 nm）の吸光度を測定した。VEGF-A 添加により、
HUVEC および HRMEC はコントロールに比べ、それぞれ
1.6 倍および 2.4 倍の有意（P < 0.01 な細胞増殖促進が認
められた（Fig. 9A, 9B）。VEGF-A と共に EC-SOD を添加
することにより、HUVEC および HRMEC の VEGF 誘発細
胞増殖を有意（それぞれ P < 0.01 および P < 0.05 に抑制
した（Fig. 9A, 9B）。EC-SOD の単独添加はコントロール
と比べ明らかな変化は認められなかった。
細胞遊走能に対する評価では、HUVEC または HRMEC
を 12 穴プレートに播種（4×104 cells/well）し、48 時間培
養した。その後、1% FBS 含有培地を用いて 24 時間、血
清除去を行った。EC-SOD（終濃度 100 ng/mL）は VEGF-A 
（終濃度 10 ng/ml）有無の培地に添加し、24 時間培養し
た。細胞遊走能は、10～200 µl 用チップを用いて約 1 mm
の幅に HUVEC および HRMEC を剥離し、その領域内に進
展した細胞数を評価した（高感度冷却 CCD [charge coupled 
device] カメラ [DP30BW, OLYMPUS] を用いて各穴あた
り 4 ヶ所について同位置を撮影）。VEGF-A 添加により、
HUVEC および HRMEC はコントロールに比べ、それぞれ
2.4 倍および 1.6 倍の有意 （P < 0.01） な細胞遊走促進が
認められたが、EC-SOD 添加による細胞遊走抑制作用は認
められなかった （Fig. 9C-E）。 
Fig. 9  Effects of EC-SOD on VEGF-induced cell 
proliferation and migration in HUVECs and HRMECs. 
In the proliferation assay, (A) HUVECs and (B) HRMECs 
were incubated with VEGF-A with or without EC-SOD. Data 
represent means ± SEM. The numbers of each group were 
Control (n = 12), EC-SOD alone (n = 12), VEGF-A alone (n = 
18), and VEGF-A plus EC-SOD (n = 18). ##: P < 0.01 vs. 
Control (Tukey test). *, **: P < 0.05, P < 0.01 vs. VEGF-A 
alone (Tukey test). (C, D) HUVECs and (E) HRMECs 
migration were assessed using a wound-healing assay. Scale 
bar represents 250 µm. Horizontal lines indicate wound-edges. 
Data represent means ± SEM (n = 4). ##: P < 0.01 vs. Control 
(Tukey test). The results were cited from ref 22. 
本検討において、硝子体中 EC-SOD および VEGF 濃度
は、黄斑円孔患者に比べ増殖糖尿病網膜症患者で高値を示
し（Figs. 5, 6）、全患者において、両因子間に強い正の相
関性が認められた（Fig. 7）。しかし、増殖糖尿病網膜症患
者内では、これら両因子間に相関性は認められなかった。
これらの結果は、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内で増加
した EC-SOD および VEGF がそれぞれ独立して制御され
ていることを示唆している。それでは何故 EC-SOD は増
殖糖尿病網膜症患者の硝子体内で増加したのだろうか？
EC-SOD の発現は特異的な細胞および組織に限局されて
おり、とくに肺、心臓、腎臓および血管において高発現が
認められている 27）。増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内に
は病的な新生血管が形成されており、黄斑円孔患者に比べ
EC-SOD がより隣接する環境にあることが予想される。ま
た、メチオニン代謝物の一つであるホモシステインは、血
管内皮細胞に結合した EC-SOD のヘパリン結合能を抑制
４．考察 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者から採取し
た硝子体および血清中 EC-SOD および VEGF 濃度を測定
した。増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中 EC-SOD および
VEGF 濃度は、黄斑円孔患者に比べ高値を示し、全患者に
おいて両者間に強い正の相関関係が認められた。一方、血
清中 EC-SOD および VEGF 濃度は、増殖糖尿病網膜症患
者および黄斑円孔患者間で違いは認められなかった。増殖
糖尿病網膜症患者の硝子体内で増加した EC-SOD の役割
を明らかにする一環として、血管新生に着目し、血管内皮
細胞の管腔形成能・増殖能・遊走能を指標とした in vitro
血管新生モデルを用いて EC-SOD の作用を評価した。
EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成、HUVEC および
HRMEC の VEGF 誘発細胞増殖に対して抑制作用を示し
た。
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する働きがあり 28)、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内で
増加している 29)。さらに、糖尿病患者では、高血糖に起
因する非酵素的糖化が亢進しており、糖化 CuZn-SOD は
酵素活性を阻害されるが 30)、糖化 EC-SOD は酵素活性を
維持したままである 31)。EC-SOD への糖化はヘパリン結合
ドメインであるリジン残基に生じるため、糖化 EC-SOD
はヘパリン親和性が低下しており 31)、糖尿病患者では本
来、血管内皮細胞周囲の ECM に分布している EC-SOD の
局在が変化している可能性がある。以上のことから、増殖
糖尿病網膜症患者の硝子体内では高血糖による VEGF の
増加が認められ、そのホメオスタシスとしての抑制効果の
ため、EC-SOD が増加した可能性が考えられる。 
網膜における病的な血管新生は増殖糖尿病網膜症の特
徴的所見であり、その病態形成において、血清中 VEGF
濃度の増減は認められないが、硝子体中 VEGF 濃度とは
強い正の相関性を示すことが報告されている 11), 12）。本検
討においても、既知の報告と同様に、増殖糖尿病網膜症患
者の硝子体中 VEGF 濃度は、対照として設定した黄斑円
孔患者に比べ高値を示した。非糖尿病患者に比べ増殖糖尿
病網膜症患者の硝子体中 VEGF 濃度が約 100 倍上昇して
いることに起因するメカニズムの詳細は不明だが、硝子体
中 VEGF 濃度の上昇は増殖糖尿病網膜症患者の病態進展
における危険因子の一つであると思われる。
糖尿病網膜症の病態進展に関わる主要因子の一つであ
る VEGF の発現には酸化ストレスの関与が報告されてい
る 32）。また、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内では、脂
質過酸化の指標であるマロンジアルデヒド様代謝物およ
び 4-ヒドロキシノネナール量の増加が報告されており 33）、
増殖糖尿病網膜症において眼組織と酸化ストレスとの間
には密接な関連性が示唆されている。酸化ストレスは様々
なレドックス酵素（例えば SOD、CAT、グルタチオン S
− トランスフェラーゼ） および抗酸化物質 （例えばビタ
ミン E、コエンザイム Q10）によって制御されていること
が知られている。本検討において、レドックス酵素の一つ
である EC-SOD は、黄斑円孔患者に比べ増殖糖尿病網膜
症患者の硝子体内で約 2 倍の増加が認められた。この結果
から、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体内で増加した
EC-SOD が担う役割として、（1）EC-SOD は酸化ストレス
と抗酸化活性間のバランス維持に寄与している可能性が
ある、また、（2）EC-SOD は血管新生抑制物質として作用
している可能性がある。Wheeler らは EC-SOD を過剰発現
させたマウスに B16-F1 腫瘍細胞を移植した際、B16-F1 腫
瘍細胞の増殖および腫瘍血管新生が抑制されたことを報
告している 34)。そこで、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体
内で増加した EC-SOD の抗血管新生作用について、in vitro
血管新生モデルを用いて評価した。EC-SOD は VEGF 誘発
HUVEC 管腔形成および VEGF 誘発 HUVEC および
HRMEC 増殖に対して抑制作用を示した（Figs. 8, 9）。
EC-SOD の血管内皮細胞増殖抑制作用は、HUVEC だけで
なくヒト網膜毛細血管内皮細胞である HRMEC において
も認られた （Fig. 9）。VEGF 誘発血管新生には ROS が関
与しており、様々な抗酸化剤による抗血管新生作用が報告
されている 19)。以上より、EC-SOD は血管新生のシグナル
伝達経路に関与している ROS の産生を抑制することによ
り、その作用を発揮している可能性があるが、詳細なメカ
ニズムは不明である。しかし、in vitro における検討にお
いて、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中 EC-SOD 濃度 （約
20～100 ng/mL）とほぼ同程度である 100 ng/ml EC-SOD に
抗血管新生作用が認められたことから（Figs. 8, 9）、実際
の病態においても EC-SOD は抗血管新生作用を示す可能
性が示唆された。
一酸化窒素（nitric oxide: NO）は血管内皮細胞の細胞遊
走を促進することが知られている。NO は O2·-とほぼ拡散
律速で反応し、その生理作用を損失するため 35）、O2·-消去
活性作用を有する EC-SOD は NO の生理活性保護に重要
である。EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成および
VEGF誘発HUVECおよびHRMEC増殖に対して抑制作用
を示したが、VEGF 誘発 HUVEC および HRMEC 遊走に違
いは認められなかった（Figs. 7, 8）。現時点において
EC-SODがHUVECおよびHRMECの細胞遊走に影響を及
ぼさなかった理由は不明だが、その作用の一部に NO の生
理活性保護の関与が考えられる。
酸化性物質が VEGF 過剰発現と糖尿病網膜症間の仲介
役として担う役割は十分に確立されており、ROS レベル
を低下させる薬剤が糖尿病網膜症の治療に有用である可
能性がある。例えば、低分子量 SOD やカタラーゼ様物質
は O2·-や H2O2 の還元を触媒するのに非常に効果的である
こと 36）、SOD 様物質であるテンポール（tempol）は糖尿
病ラットで生じる血管内皮細胞の機能不全を改善するこ
と 37）、そして亜硝酸過酸化物分解促進薬である FP15 は糖
尿病マウスの網膜血管への白血球接着および血管機能不
全の両者に対して保護効果を有することが報告されてい
る 38）。眼組織は直接紫外線が照射されるため、他の組織
に比べ多量の ROS に曝されており、強い抗酸化活性を有
する薬物は糖尿病網膜症の治療に有効であるかもしれな
い。
本検討において、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中
EC-SOD および VEGF 濃度を測定したが、増殖糖尿病網膜
症患者の中には硝子体出血を伴う患者も含まれていた。そ
こで、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体出血の有無による両
因子の影響を検討した。しかし、硝子体中 EC-SOD およ
び VEGF 濃度共に、硝子体出血の有無による違いは認め
られず（データ未提示）、両因子共に硝子体出血による影
響は認められなかった。
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５．結論 
 
増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中 EC-SOD 濃度および
VEGF 濃度は、対照として用いた黄斑円孔患者に比べ高値
を示し、両因子は全患者間において強い正の相関関係が認
められた。また、in vitro 血管新生モデルを用いた検討に
おいて、EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成および
VEGF 誘発 HUVEC および HRMEC 増殖を抑制し、抗血管
新生作用を示した。以上より、抗酸化防御システムの一端
を担う抗酸化酵素 EC-SOD は、網膜における病的な血管
新生を主病態とする増殖糖尿病網膜症において中心的な
役割を担う可能性が示唆され、糖尿病網膜症の病態・機序
を解明するために有用な知見を得ることができた。 
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